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RESUMEN

La pérdida de memoria es una de las mayores amenazas para el cerebro que envejece, ya que,
si bien a cualquier edad pueden aparecer enfermedades cerebrales que causan fallas de

memoria, éstas son mas frecuentes en los adultos mayores.

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el mas comun de los procesos neurodegenerativos que se
relacionan con el envejecimiento, se presenta en todos los grupos de la sociedad, y aunque es

mas comun entre personas mayores de 60 afios, pueden padecerla personas mas jévenes.

Los cerebros de los pacientes con enfermedad de Alzheimer presentan a nivel histopatolégico
dos tipos de acumulaciones proteicas aberrantes que provocan la muerte neuronal: las placas
neuriticas y las marafias neurofibrilares. Las placas neuriticas (PNs) compuestas en su periferia
por prolongaciones neuronales y en su parte central por fibras del polipéptido amiloide-B se
sitian en el espacio extracelular del neuropilo central donde ejercen efectos téxicos directos
sobre las neuronas. Ademas atraen y activan células gliales que segregan sustancias
citotoxicas y amplifican los dafios tisulares. Todo ello conduce a alteraciones del citoesqueleto
neuronal, y a la formacion de marafias neurofibrilares (MNFs) formadas por pares de filamentos

helicoidales plegados de proteina tau.

Ya se ha demostrado que la fraccion 25-35 del amiloide-Bp es neurotoxica y causa
neurodegeneracion en estructuras como el hipocampo y la corteza cerebral, estructuras

implicadas en los procesos de aprendizaje y memoria.

Recientemente, se han descrito un conjunto de proteinas llamadas Proteinas de choque térmico
o Heat Shock Proteins (HSP) y se ha sugerido que pueden tener cierta participacion en la
proteccién neuronal. Se encuentran en todas las células, algunas en forma constitutiva en
pequefias cantidades, ya que funcionan como chaperonas moleculares y el estrés aumenta su
produccidn; otras soélo se sintetizan en condiciones de estrés para proteger a las proteinas que
se sintetizan a partir de ese momento y facilitan la restauracién de las proteinas dafiadas. En
caso de que el dafio sea irreparable, entregan las proteinas dafiadas a las proteasas para que
sean degradadas. Las HSP se clasifican en familias seglin su peso molecular y se han descrito

diferentes funciones para cada familia.



INTRODUCCION

2.1 BREVE RECUENTO HISTORICO

En 1906 Alois Alzheimer (1864-1915) patélogo y psiquiatra aleman presentd un trabajo en el
gue se recogia simultaneamente el curso clinico y el estudio anatomopatologico del cerebro de
una mujer llamada "Aguste D.", que a los 51 afios, habia presentado pérdida de memoria,
desorientacién, alucinaciones, y demencia que la llevaron a su muerte a los 56 afios en un
estado de demencia avanzada. El estudio mostrdé que su corteza cerebral era mas estrecha de
lo normal (estaba atréfica) y, ademas, que existian dos tipos de anomalias que hoy en dia
siguen siendo las caracteristicas histopatoldgicas principales de la Enfermedad de Alzheimer,
sefialando que la paciente padecia una enfermedad diferente a las demencias descritas
anteriormente, Alzheimer publicé sus hallazgos, con amplios detalles clinicos y dibujos de las
lesiones cerebrales con el titulo "Sobre una enfermedad especifica de la corteza cerebral”
(Alzheimer A. Uber einen eigenartigen schweren Erkrankungprozeb der Hirnrinde. Allegemeine
Seitschrift fur Psychiatrie una Psychisch-Gerichtliche Medizin. 1907; 64:146-148). Fue
Kraeppelin, maestro de Alzheimer, quien le dio el nombre de enfermedad de Alzheimer
(Graeber 1999; Fuentes 2003).

2.2 DEFINICION DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad cronica, neurodegenerativa que afecta
especialmente a las areas asociativas corticales y parte del sistema limbico, especialmente las
regiones importantes para la memoria. Segun la Clasificacién Internacional de las
Enfermedades (CIE-10, Clasificacion Internacional de las Enfermedades, 102 Edicién, OMS
1994 -25), se define como un sindrome debido a una enfermedad degenerativa cerebral
primaria, de etiologia desconocida y que presenta rasgos neuropatoldgicos y neuroquimicos
caracteristicos, en la que hay déficit de multiples funciones corticales superiores que repercuten

en la actividad cotidiana del enfermo (Organizacion Mundial de la Salud. CIE10 1992).

Se caracteriza por un deterioro progresivo e irreversible de las funciones cerebrales superiores
0 cognoscitivas, con pérdida de memoria, juicio y lenguaje, es decir, clinicamente se manifiesta

como una demencia (Guimera et al., 2002).



Su impacto depende en parte de las caracteristicas de la persona antes de la enfermedad tales
como personalidad, condicién fisica y estilo de vida. Aunque variable, la duracién promedio de

la enfermedad es entre 7 y 10 afios (Donoso 2003; Martinez y Pascual, 2003).

2.3 IMPORTANCIA

Pocos diagndsticos en medicina traen consigo mas angustia y desaliento a pacientes y familias
gue el Alzheimer, enfermedad que va lentamente quitando al individuo sus cualidades mas
humanas como son: memoria, juicio, atencién, concentracién y lenguaje (Donoso 2003;

Martinez y Pascual, 2003).

El incremento de las expectativas de vida en el mundo en las Ultimas décadas ha propiciado un
incremento en la proporcion de individuos que presentan enfermedades de las etapas tardias
de la vida. Destaca la EA como una de las mas importantes, asi como los requerimientos de
servicios de salud para su atencion, al ser un problema de orden médico, psiquiatrico,

neurolégico, epidemioldgico social y econémico (Soto 2002).

La EA se ha convertido en uno de los problemas prioritarios de salud a nivel internacional y en
este proceso México no es la excepcion, se prevé que la demanda de servicios de salud mental
sera mayor debido al envejecimiento de la poblacién y, en particular, que los casos de la EA

mostraran la mayor prevalencia (Soto 2002).

Se estima que un 10 % de los individuos de 65 afios padecen algin grado de esta enfermedad,
y esta cifra se incrementa paulatinamente con la edad, alcanzando un valor cercano al 50 %

para la poblacion mayor de 85 afios.

La EA se presenta en un 90 % en su forma esporadica, en la que los pacientes no tienen
antecedentes familiares de la enfermedad y al parecer no hay modificacion del material
genético que sea responsable de su manifestacién, mientras que la forma hereditaria

representa sélo en un 10 % de los casos (Carpio 2000; Martinez y Pascual, 2003).

Segun la edad de inicio, la EA puede ser presenil (temprana), una forma rara y muy agresiva de
la enfermedad, y que es debida principalmente a mutaciones genéticas, o senil (tardia) que se
considera de origen desconocido, aunque es el tipo mas comun y de progresion mas lenta
(Donoso 2003; Martinez y Pascual, 2003).



2.4 PROGRESION Y DIAGNOSTICO

La progresion clinica viene definida por un curso lento y progresivo. En la fase preclinica hay
algunos problemas cognitivos y sintomas depresivos leves poco frecuentes, pero conforme la
enfermedad avanza hay modificaciones del comportamiento y la personalidad, después hay
pérdida de la memoria episédica reciente y una disminucion en la capacidad de retencién de
nuevos recuerdos, alteraciones del lenguaje y trastornos del suefio. Los pacientes precisan
ayuda para todas sus necesidades basicas, pierden por completo la orientacién en el tiempo y
espacio ademas del reconocimiento de personas. La etapa terminal es un estado de
desconexion total del medio externo, estupor y rigidez generalizada. Los pacientes fallecen por
debilitamiento progresivo y complicaciones asociadas (Donoso 2003; Martinez y Pascual,
2003).

El diagnéstico no es facil, y pueden pasar meses o incluso afios antes de que se realice, ya que
existe un solapamiento de sintomas con otros trastornos mentales y sintomas del
envejecimiento normal y la Unica forma de establecer el diagndstico con certeza es el examen
anatomopatoldgico del cerebro en la autopsia mediante métodos basados en el estudio del sitio

y numero de lesiones caracteristicas y su relacion con la edad (Martinez y Pascual, 2003).

El diagnostico in vivo es tanto clinico como por exclusién de cualquier otra causa de demencia.
Para obtener el diagndstico de “posible Alzheimer” normalmente se emplean tests psicolégicos
gue miden las dificultades de atencion, percepcidén, memoria y resolucién de problemas ademas

de habilidades sociales y verbales (Martinez y Pascual, 2003).

Ademas de las pruebas psicolégicas se emplean nuevas técnicas y pruebas que tratan de
poner de manifiesto alteraciones bioquimico-funcionales de la enfermedad, tales como la
resonancia magnética, la tomografia de emisiéon de positrones y la tomografia de emision de
fotones simples ademas del electroencefalograma y la tomografia axial computarizada
(Guimera et al., 2002; Martinez y Pascual, 2003).

Otras técnicas de diagnostico buscan “marcadores genéticos” (mutaciones puntuales en los
genes que codifican ciertas proteinas implicadas en la enfermedad), o “Marcadores
bioguimicos”, aunque adn no se ha encontrado un marcador con caracteristicas ideales, estan

siendo utilizados cuantificacion de proteina tau (fosforilada y no fosforilada), proteina B-amiloide,



proteina precursora de amiloide (APP), factores neurotréficos y apolipoproteina E (Ripova and
Strunecka 2001; Guimera et al., 2002; Martinez y Pascual, 2003).

2.5 FACTORES DE RIESGO

La EA se considera de origen multifuncional, con predisposicion genética e influencia de ciertos

factores de los que destacan los siguientes:

*Edad
Es el principal factor de riesgo. La incidencia de EA dibuja una funciéon exponencial a partir de

los 65 afios, y se duplica cada 5 afios aproximadamente (Barranco- Quintana et al., 2005).

*Factores genéticos

Con respecto a la EA de tipo familiar o temprana, se consideran de importancia mutaciones en
los genes que codifican para la APP y las presenilinas (implicadas en el metabolismo de APP),
mientras que en la enfermedad de tipo esporadica o tardia, se considera como factor de riesgo
el gen que codifica para la Apolipoproteina E 4.

Hay que destacar que las mutaciones en la APP y presenilinas son determinantes, en cambio,

los polimorfismos de la APO E son probabilisticos (Barranco- Quintana et al., 2005).

*Otros factores de riesgo

Aunque de menor importancia, se ha encontrado que la hipertensién arterial, el abuso de
alcohol, tabaquismo, traumatismos craneo-encefalicos, bajo nivel educativo, diabetes,
hormonas sexuales y dieta son factores de riesgo en mayor o menor grado.

El caso de las hormonas sexuales es especialmente interesante, ya que se ha encontrado que
mujeres posmenopausicas que siguen una terapia hormonal sustitutiva mediante estrogenos
muestran una menor incidencia de Alzheimer (Marder and Sano 2000; Barranco- Quintana et
al., 2005).

2.6 TRATAMIENTO

Actualmente no se busca un “medicamento milagroso” que pueda curar el Alzheimer. Las
estrategias de tratamiento deben incluir el tratamiento de los sintomas cognoscitivos y no
cognoscitivos y pueden ser de tipo farmacoldgico o no farmacoldgico (Carpio 2000; Grau-
Veciana 2006).



La mayoria de los farmacos utilizados o en fase de desarrollo tienen como objetivo prevenir la
neurodegeneracion, hacer mas lenta la progresiéon de la enfermedad, compensar las
alteraciones funcionales y mantener al enfermo en condiciones de que pueda llevar a cabo sus
necesidades bésicas de la vida diaria de la mejor manera y durante el mayor tiempo posible, si
bien el uso de farmacos trae consigo importantes efectos secundarios (Carpio 2000; Grau-
Veciana 2006). Entre los que se estan utilizando actualmente estan los farmacos colinérgicos,
vitaminas C y E, Ginkgo Biloba, flavonoides, anti-inflamatorios no esteroidales y estrogenos
ademas de antipsicéticos, benzodiacepinas, anticonvulsivos y antidepresivos (Pratico and
Delanty 2000; Bastianetto and Quirion 2002).

Los tratamientos que se consideran preventivos como el consumo de alimentos y suplementos
ricos en antioxidantes y flavonoides aun no demuestran plenamente su eficacia y seguridad
(Mufioz 2001; Bastianetto and Quirion 2002; Grau-Veciana 2006).

2.7 GENETICA

Con respecto a la EA de tipo familiar, los cromosomas 21, 14 y 1 son el foco de atencion, ya
gue se han encontrado mutaciones en ciertos genes de estos cromosomas. Estos genes
defectuosos parecen acelerar la formacion de las placas de AB y la apoptosis (Menéndez et al.,
2002) al producirse proteinas anormales, las cuales estan implicadas en el metabolismo de la
amiloide-3 (AB).

En la EA de inicio tardio, no hay un patrén genético claro, lo que sugiere que en su patogenia
intervienen factores genéticos y ambientales. Entre los factores genéticos, el Unico que se ha
implicado de forma constante es el gen de la Apolipoproteina E (ApoE) en el cromosoma 19. La
Apo E es una lipoproteina que interviene en los mecanismos de reparacion de las neuronas,
ademas es esencial para el catabolismo de los 4cidos grasos (Barranco- Quintana et al., 2005;
Carpio 2000).

Se conocen 3 isoformas de esta proteina llamados E2, E3, y E4. Cada una de ellas, esta
codificada por los alelos €2, €3 y e4. Aunque todavia no se sabe exactamente como el alelo e4

de Apo E aumenta el riesgo de Alzheimer (Guimera et al., 2002).

2.8 HALLAZGOS PATOLOGICOS MAS IMPORTANTES



El cerebro de los pacientes con EA se atrofia, lo que se traduce en una pérdida de peso y
volumen con una mayor separacion entre las circunvoluciones y aumento de la profundidad de

los surcos (Guimera et al., 2002).

Microscopicamente, la enfermedad se caracteriza por lesiones neuropatoldgicas caracteristicas:
las placas seniles y las marafias neurofibrilares. Estas lesiones se localizan preferentemente en
las areas asociativas corticales y parte del sistema limbico, especialmente las regiones
importantes para la memoria, donde se observa una pérdida selectiva de neuronas. A pesar de
gue con el envejecimiento es normal la presencia en un cierto grado de estas alteraciones, los
cerebros de los pacientes de Alzheimer los tienen en un grado mucho mayor (Martinez y
Pascual, 2003).

2.8.1 PLACAS SENILES

Las placas seniles son lesiones de estructura esferoide formadas en su mayor parte por la
proteina AB de 40 y 42 residuos en estructura fibrilar, y de otras sustancias incluyendo varias
proteinas de fase aguda, factores del complemento, proteoglicanos, apolipoproteina E4 y
citocinas, entre otras. Constan de una region central de amiloide rodeada por astrocitos
reactivos, microglia y neuritas distréficas (dendritas y axones degenerados) y miden
aproximadamente 20-100 um de didmetro (Edelstein-Keshet and Spiros 2002; Morgan et al.,
2004).

Se han descrito varios subtipos de placas: Placas seniles difusas, que se asocian a
envejecimiento normal y se considera que no son toxicas sobre las células del sistema nervioso,
placas seniles primitivas que representan los cambios morfolégicos mas tempranos en la
secuencia patogénica de la EA, placas seniles clasicas (neuriticas), que estan presentes en los
estados mas avanzados de la enfermedad, y placas quemadas que representan el estado
terminal de la evolucion de una placa particular en la que ha desaparecido el componente

celular (no contienen neuritas anémalas asociadas) (Cruz et al., 1997; Guimera et al., 2002).

2.8.2 AMILOIDE -8



El AB es un péptido de 39 a 42 aminoacidos que es a su vez un fragmento de la llamada
proteina precursora del amiloide (APP). Los dos tipos mas importantes de AB, son denominados
amiloide-f3 1-40 y amiloide-f3 1-42 segun el numero de aminoacidos presentes. Inicialmente se
asumio que el péptido AR Unicamente se producia en situaciones patoldgicas, pero ya se ha
demostrado que su produccion y secrecion es un acontecimiento fisiolégico normal (Kar et al.,
2004; Morgan et al., 2004).

2.8.3 DESDE LA APP HASTA LA AMILOIDE -B

La APP es una proteina transmembranal de 770 amino&cidos cuyo gen se encuentra codificado
en el cromosoma 21. Es una proteina que pareciera ser importante para ayudar al crecimiento y
la supervivencia de las neuronas, se la ha relacionado con la adhesion celular, el metabolismo

de proteinas, y la homeostasis del Ca?*.

La APP es sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso, glicosilada en el aparato de Golgi y
transportada hacia la membrana en donde se inserta, quedando la porcién que contiene a la AR

parcialmente incluida en la membrana (Mufioz, 2001).

La APP puede experimentar un metabolismo diverso generando como productos finales Ap u
otros fragmentos. En la via metabdlica no-amiloidogénica, una enzima llamada a-secretasa
corta la APP dentro de la region del amiloide liberando extracelularmente un fragmento llamado
CT83 o0 APPas. Una segunda enzima, la y-secretasa corta y libera la parte carboxilo terminal de
la proteina produciendo un fragmento de 3kD denominado p3 que se degrada. Esta via

prevalece en condiciones normales de la neurona.

En la via amiloidogénica, la enzima B-secretasa corta a la APP por el extremo N-terminal de la
secuencia peptidica del AB, la y-secretasa corta en el extremo C-terminal de la secuencia
produciéndose entonces la liberacion del AB. El punto de corte de estas secretasas varia,
dando lugar a un AR de 39 a 42 aminoacidos. La forma mas comun, relativamente soluble,
tiene 40 aminoacidos, mientras que otras formas de 42 residuos son mucho menos solubles
gue las primeras (Selkoe and Shenk 2003; Go6tz et al., 2004; Kar et al., 2004).

La relativa utilizaciébn de una u otra via de4 metabolismo de la molécula parece estar

parcialmente determinado por el tipo de célula, su estado de diferenciacion, la accion de ciertas



cinasas, hormonas esteroideas, neurotransmisores muscarinicos o inhibicién de fosfatasas
(Varadarajan et al., 2000; Mufioz 2001; Morgan et al., 2004; Von Bernhardi 2005).
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Fig. 1 Estructura y vias metabdlicas de APP (Martinez y Pascual, 2003).

Todavia no esta claro el mecanismo mediante el cual los depdsitos de AP producen dafio
celular, se han propuesto diversas teorias: activacion de la microglia, activacién de la respuesta
inflamatoria, liberacién de citocinas neurotoxicas, produciendo dafo oxidativo (Miranda et al.,
2000; Butterfield et al., 2001), induciendo mecanismos de apoptosis (Joseph et al., 2001; Kar et
al., 2004), ademas el AB se une a metales, lo que induce un cambio conformacional hacia
lamina B-plegada, resultando en un aumento de su agregacién (Varadarajan et al., 2000). Por

otro lado, niveles altos de AB se asocian con niveles bajos de acetilcolina, fundamental para la



memoria y el aprendizaje, ademas dafia los canales iénicos, responsables de la transmision del
impulso nervioso (Miranda et al., 2000; Butterfield et al., 2001; G6tz et al., 2004).

2.8.4 MARANAS NEUROFIBRILARES

Al igual que los depdsitos de amiloide, constituyen una de las caracteristicas histologicas mas
importantes de la EA. Las marafias neurofibrilares son acumulaciones intracelulares formados
por parejas de filamentos helicoidales apareados (PHFs), compuestos principalmente por la
proteina tau hiperfosforilada de manera anormal y asociada a microtibulos neuronales
dafiados. Son considerados un signo de degeneracién citoesquelética debido a la edad y una

lesion inespecifica de la EA (Guimera et al., 2002).

En las neuronas, tau normalmente estabiliza los microtibulos, siendo esencial para el
transporte y la funcién neuronal, pero en el Alzheimer, la proteina tau estd hiperfosforilada
anormalmente, lo que impide su asociacion normal con los microtubulos, empieza a formar

pareja con otras hebras de tau, formando acumulos (Martinez y Pascual, 2003).

2.9 TEORIAS SOBRE LA EA.

2.9.1 Radicales libres

Las caracteristicas del cerebro pueden hacerlo especialmente sensible al dafio oxidativo
producido por el envejecimiento normal y la agregacion de Af. Con el transcurso del tiempo, el
dafio por radicales libres se puede acumular en las neuronas, causando pérdida de la funcion y
muerte. En el caso del Alzheimer son importantes los radicales libres H,O, y el NO producidos
en el proceso inflamatorio producido por activaciéon de la microglia (Pratico and Delanty 2000;
Butterfield et al., 2002; Chong et al., 2005; Jiménez et al., 2006).

2.9.2 Hipotesis de la cascada amiloide

Esta hipétesis es la defendida mayoritariamente en la comunidad cientifica. Postula que
diversos factores dan lugar, directa o indirectamente a cambios en la estabilidad o agregacién
del péptido AB (Morgan et al., 2004; Wirths et al., 2004; Tanzi and Bertram 2005).

El acumulo gradual de AB agregado, pone en marcha una cascada compleja de eventos con

activacion local de astrocitos y microglia, y liberaciéon de citocinas y proteinas de fase aguda



(Wirths et al., 2004; Tanzi and Bertram 2005). A través de estos cambios inflamatorios o bien a
través de neurotoxicidad directa del péptido AR, se produce una lesion local de neuronas que
experimentan cambios metabdlicos, incluyendo formacion de placas neuriticas y marafias
neurofibrilares. Asimismo, se inducen alteraciones en la homeostasis del calcio y un dafio
oxidativo a través de la formacion de radicales libres en neuronas y glia. El resultado es la
pérdida de neuronas con el consiguiente déficit de neurotransmisores y la aparicion de los
sintomas clinicos de demencia (Mufioz 2001; Joseph et al., 2001; Martinez y Pascual, 2003;
Walsh and Selkoe 2004).

2.9.3 Alteraciones en los sistemas neurotransmisore S

Las neuronas mayormente afectadas son las neuronas colinérgicas, cuyo neurotrasmisor es la
acetilcolina, lo que da lugar a la hipétesis colinérgica (Auld et al., 2002; Guimera et al., 2002;
Kar et al., 2004; Manzano-Palomo et al., 2006).

Uno de los efectos de la EA es la respuesta inflamatoria, donde es importante la enzima
ciclooxigenasa (COX) y sus productos, las prostaglandinas. Los niveles excesivos de estos
productos incrementan los niveles de glutamato, un neurotransmisor utilizado por las células
piramidales de la corteza cerebral y el hipocampo pero, en grandes cantidades es muy téxico
para las mismas, al desencadenar una cascada que termina con la entrada masiva de calcio en
la célula (Gazulla 2006).

Otros sistemas neurotransmisores disminuidos son el serotoninérgico, noradrenérgico, Yy
dopaminérgico. Todos ellos tienen papeles reguladores en las células corticales. Los circuitos
neuronales implicados en el aprendizaje y memoria son los mas intensamente lesionados,
principalmente las conexiones del hipocampo, el nlcleo basal de Meynert y la corteza entorrinal

(Martinez y Pascual, 2003; Manzano-Palomo et al., 2006).

Probablemente, la contribucién relativa de cada uno de los mecanismos expuestos es diferente
para distintos individuos. Esto explicaria por qué las evidencias apuntan a la participacion de

multiples factores.

2.10 LA MEMORIA



La memoria es un proceso neurocognitivo que nos permite registrar, codificar, consolidar,
almacenar, acceder y recuperar cuando sea necesario, la informacién que recibimos (Ostrosky
1998).

La memoria inmediata es la capacidad para mantener en la mente una experiencia durante
algunos segundos, la memoria a corto plazo puede durar segundos o minutos y la memoria a

largo plazo permanece durante semanas, meses o incluso toda la vida.

En funcién de la naturaleza de los recuerdos existen la memoria implicita, no declarativa o de
procedimiento, que se refiere a las sensaciones, capacidades y habilidades que se recuerdan
de modo inconsciente y la memoria explicita o declarativa, que se refiere a hechos, personas,
lugares o cosas que se recuerdan mediante un esfuerzo consciente y deliberadamente (Passig
1994; Fernandez y L6pez 1998).

Han sido propuestos varios modelos para explicar coémo funciona la memoria declarativa, pero
se coincide en afirmar que este proceso se inicia a partir del registro y procesamiento de los
estimulos externos (Prado 1998), la memoria es almacenada en las sinapsis y para formar
nuevos recuerdos es necesario modificar las existentes, por ello, cada vez que un concepto o
evento es registrado en el cerebro, se forman vinculos sinépticos entre las diferentes areas de

asociacion cortical y el hipocampo (Eichenbaum 2003).

Cuando una experiencia es evocada, estimula las sinapsis entre el hipocampo y la corteza,
generando una serie de sefiales que promueven el fortalecimiento, o consolidacion de la
memoria (Eichenbaum 2004). Este proceso implica la sintesis activa de proteinas que
transforman de manera permanente la arquitectura sinaptica. En el caso de la memoria, el

principal mediador de estos procesos es el glutamato (Alcaraz y Guma 2001).

2.11 EL HIPOCAMPO

El hipocampo es la estructura fundamental para el almacenamiento de la memoria explicita, se
considera como la parte del cerebro donde se lleva a cabo el proceso de consolidacion,
participa en la deteccién de estimulos novedosos y se relaciona con la memoria espacial
episddica (Amaral 1993). Es afectado por factores como estrogenos y estrés y protagoniza

enfermedades de la memoria.



Se le relaciona con la corteza cerebral y se ubica al interior del I6bulo temporal. Se caracteriza
por presentar una capa principal de neuronas, la capa de las células piramidales, en la cual se
distinguen cuatro regiones, llamadas CA1 a CA4. Se le incluye en el sistema llamado formacién
hipocampica (Amaral and Witter, 1989). Ademéas, desde el punto de vista funcional es
considerado dentro del sistema limbico, el cual coordina las respuestas emocionales
participando en los procesos implicados en la memoria, el aprendizaje, la motivacion y el

comportamiento (Desmond and Moore 1982).

Los estimulos procedentes de las areas de asociacién cortical que llegan a la formacién
hipocampal, deben ingresar en el circuito que integra: corteza entorrinal -- giro dentado --

CA3 -- CAl -- subiculum -- corteza entorrinal , en donde se producen los cambios de
fortalecimiento sinaptico, esenciales para llevar a cabo el fendmeno de consolidacion de la

memoria (Alcaraz y Guma 2001).

Aferencias y eferencias nerviosas. Las aferencias hacia el hipocampo proceden de la corteza

entorrinal, el septum y el hipocampo contralateral. También recibe aferencias del tronco del
enceéfalo, tadlamo, hipotdlamo y amigdala. Las eferencias del hipocampo salen principalmente a

traveés del férnix y del area CA1 (Fernandez 1996).

Diversos neurotransmisores se encuentran en la formacién hipocampica: el glutamato, el GABA,
la acetilcolina, la noradrenalina, la dopamina y la serotonina, también se detectan la encefalinas,

endorfinas, somatostatina, histamina, adenosina, etc. (Fernandez 1996).

Fig. 2 Microfotografia de una seccién cerebral del hipocampo de ratdon donde se sefialan las regiones
CA1l, CA2 y CA3. (tomado de www.upo.es)



2.12 PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (HSP)

Fueron descubiertas en 1962 por F. M. Ritossa (Ritossa F 1962), pero no fue sino hasta 1974
gue A. Tissieres descubri6 los genes de choque térmico, éstos codifican para ciertas familias de
proteinas a las que llamé proteinas de choque térmico que son conocidas en general como

HSP por sus siglas en inglés (heat shock proteins) (Tissieres et al., 1974).

Aunque inicialmente fueron estudiadas como respuesta al choque térmico, otros estudios han
demostrado que la sobre expresion de HSP es debida a muchos otros factores tales como
cambios en: temperatura o pH, ademas de factores como acidosis, presencia de sustancias
guimicas toxicas, especies reactivas de oxigeno, etc. (Lindquist and Craig 1988; Kopecek et al.,
2001; Papp et al., 2003).

Las proteinas, moléculas centrales en todos los procesos biolégicos, deben tener una
conformacion tridimensional determinada (estructura terciaria), de no ser asi, pueden no tener
actividad o incluso provocar la muerte celular y diversas enfermedades si no son degradadas,
por lo que se considera de gran relevancia el estudio de los mecanismos de su plegamiento y

degradacion (Imaizumi et al., 2001; Barral et al., 2004).

Las condiciones estresantes para un organismo particular son aquellas que salen de las
fluctuaciones normales que enfrenta ese organismo. El estrés puede generar cambios en la
estructura tridimensional de las proteinas, causando su desnaturalizacion (Feder 1999; Jiménez
et al., 2006).

La respuesta al estrés y la transcripcién de HSP son fendmenos que se han observado a través
de la evolucién en todos los organismos, lo que habla de la importancia bioloégica de las HSP.
Estan presentes en todas las células (Lindquist and Craig 1988), de tal forma que el aumento en
la sintesis de estas proteinas se correlaciona con la respuesta y resistencia de los organismos
al estrés (Feder 1999), permitiendo que la célula sobreviva bajo condiciones ambientales

desfavorables (Donati et al., 1990).



2.12.1 Nomenclatura y clasificacién basica

Aunque Tissieres introdujo el término “heat shock proteins” (Tissieres et al., 1974) debido a las
circunstancias del descubrimiento, actualmente ese término es usado sélo como referencia
historica, ya que el nombre logico seria “proteinas de estrés”, sin embargo se ha generalizado la
abreviatura “HSP” para referirse a las que se producen en condiciones de estrés y “hsc” (heat

sock cognates) para las formas constitutivas.

El criterio determinante para la clasificacién de las HSP es su peso molecular (Lindquist and

Craig 1988), y homologia secuencial y funcional (Jaattela and Wissing 1992).

Aunque aun hay controversia en cuanto a la clasificacion de las familias en general se pueden
nombrar las siguientes: HSP 110, HSP 100, HSP 90, HSP 70, HSP 60, HSP 40, HSP 27, HSP
10 y HSP de bajo peso molecular, donde el niUmero representa la masa molecular aproximada
en KDa.

2.12.2 Funciones Biolégicas

Aunque durante condiciones estresantes la sintesis de HSP se incrementa considerablemente,
hay muchas HSP que son expresadas como proteinas constitutivas y juegan un papel
importante a lo largo de la vida de las células como chaperonas moleculares y receptores de

hormonas entre otras funciones (Harboe and Quayle 1991).
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Fig. 3 Relacién entre el plegamiento de las proteinas y la enfermedad (Welch and Gambetti 1998).




2.12.3 HSP como chaperonas moleculares

La importancia de las proteinas chaperonas esta en el papel que juegan al asistir en el
plegamiento de las proteinas hasta su conformacién nativa: una vez iniciada la sintesis en los
ribosomas, se unen moléculas de HSP a las regiones hidrofébicas expuestas para evitar
agregados e impidiendo la unién de otras moléculas, también es importante su funcién en el
transporte a través de los organelos celulares (Sharp 1999), este proceso se lleva a cabo
mediante la unién de la chaperona a la proteina en durante la translocacién. La liberacion del
polipéptido del otro lado de la membrana requiere de la hidrélisis de ATP (Becker and Craig
1994; Sherman and Goldberg 2001). Otra funcion importante es ayudar a la estabilizacion y

replegamiento correcto de proteinas parcialmente desnaturalizadas.

Para cumplir con su funciéon estas HSP estan asociadas con otras HSP de menor peso
molecular, que en este caso funcionan como cochaperonas (Hartl 1996; Martin and Hartl 1997;
Sherman and Goldberg 2001).

Las proteinas chaperonas se clasifican en dos tipos:

Clase 1, mantienen desplegada la proteina, evitando que interaccione con otras.

Clase 2, contribuyen al plegamiento correcto.

2.12.4 HSP en la degradacion de proteinas

Tanto las células normales como las estresadas tienen la necesidad de degradar proteinas que
por algin motivo no tienen su conformacion correcta y no pueden ser reparadas. Las HSP
tienen un papel importante en la degradacion de estas proteinas (Buriel et al., 1992; Peters
1994).

2.12.5 HSP en condiciones de estrés

Las situaciones de estrés provocan alteraciones en las proteinas e inducen su
desnaturalizacién. Si esto no se evita, las proteinas desnaturalizadas dejaran de funcionar,
formaran agregados y eventualmente contribuiran a la muerte de la célula. La expresion de HSP
incluye miembros de las familias HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 y HSP de bajo peso

molecular.



Los estudios en bacterias han demostrado que en condiciones desfavorables, las HSP protegen
a las proteinas que se sintetizan a partir del momento del dafio, también son capaces de
estabilizar a las proteinas que han sido dafiadas, participan de su renaturalizacion, y si la
proteina tiene un dafio extremo se le unen y la entregan a proteasas para que sean degradadas
(Sigler et al., 1998; Gavilan et al., 2006).
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Fig. 4 Funciones de las HSP (Valpuesta et al, 2000).



2.12.6 HSP 90

Una familia muy conservada evolutivamente. Es la proteina citosélica mas abundante en células
eucariotes aunque las condiciones no sean de estrés. Son constitutivas e inducibles. Bajo
condiciones normales se encuentra en asociacion con varias proteinas intracelulares incluyendo
p23, actina y tubulina, varias cinasas y algunos receptores de proteinas (Barral et al., 2004).
Juega un importante papel en la sefializacion y ademas tiene funcién como chaperona al evitar
la agregacién de proteinas (Caplan 1999), ademas su forma inducible por el estrés reduce la
selectividad por sus sustratos y adopta el papel de compartimento de almacenaje para
proteinas dafiadas. Actla asociada con HSP 70 y con inmunofilinas como cochaperonas (Wiech
et al., 1992; JaKob and Buchner 1994). Aunque la unibn HSP90-proteina es independiente de
ATP, la liberacion de la proteina sustrato requiere hidrolisis de ATP.

El papel de HSP 90 tiene un interés significativo en la regulacién de receptores hormonales, ya
gue ocupa el sitio de la hormona en el receptor hasta que esta se una (Lebeau and Baulieu
1994).

2.12.7HSP 70

También es una familia muy conservada evolutivamente. En eucariotes se encuentra en el

nucleo, citosol, reticulo endoplasmico y las mitocondrias (Becker and Craig 1994).

Son constitutivas e inducibles, chaperona de clase |, protegen proteinas nacientes, transportan
proteinas a través de las membranas, reparan y ensamblan proteinas desplegadas y coadyuvan
a la degradacion de proteinas (Craig 1993; Becker and Craig 1994; Fink 1999; Sharp 1999).

Se pueden asociar con otras proteinas cochaperonas como HSP40, HSP60 o bag-1 y de ello

depende su funcién protectora o de degradacion.

La estructura de las HSP 70 incluyen un dominio N-terminal con actividad de ATPasa que se
une a sus cochaperonas y un dominio C-terminal capaz de unirse a los residuos hidrofébicos de
los péptidos (Feige and Polla 1994; Palleros et al.,, 1994), las HSP 60 los introducen en la
cavidad central de su anillo heptamérico que tiene una estructura similar a un barril, lo que
forma una cadmara de aislamiento dentro de la cual se coloca la proteina a medio plegar, ya ahi

dentro se le facilita a la proteina su plegamiento, quedando protegidas de los efectos de las



enzimas proteoliticas ( Hass 1995; Ellis and Hartl 1996). HSP 70 es estimulada por su

cochaperona HSP 40 para aumentar su actividad (Michels et al., 1997).
2.12.8 HSP 60

Es una familia integrada por proteinas constitutivas e inducibles. En eucariotes se encuentran
principalmente en las mitocondrias y en menor cantidad en el citosol. Su funcién principal es ser
chaperonas, pero tienen un papel significativo en la restauracion de proteinas dafiadas (Bukau
and Horowich 1998; Wirth et al., 2002; Arrigo 2005). Requieren la colaboracién de otras
chaperonas de clase Il, HSP 70 y HSP10, ademas su funcionamiento es dependiente de ATP
(Becker and Craig 1994). Su estructura consiste en un complejo de 2 anillos heptaméricos los
cuales forman un cilindro con actividad de ATPasa. En la cavidad central que forman, se
pueden unir proteinas a medio plegar. La union de ATP provoca la rotacion de las subunidades,
entonces hay un cambio conformacional coordinado por HSP10 que cierra la cavidad con la
proteina adentro, proporcionando un medio adecuado para el correcto plegamiento (Ranson et
al., 1998).

2.129 HSP 27

Es una familia de chaperonas independientes de ATP, constitutivas e inducibles. Se encuentran
en el citoplasma y en el nacleo (Wirth et al.,, 2002). En condiciones de estrés impiden la
agregacion de proteinas y protegen frente a la polimerizacién. Tienen un dominio C-terminal
gue esta involucrado en la formacién de oligdmeros que reorganizan complejos cuando la célula
es expuesta a estrés (Barral et al., 2004). Se ha demostrado que la sobre expresion de HSP27
protege a las neuronas contra la apoptosis (Latchman 2004). Esta funcion se asocia con la
activacion de la proteina p38 que estabiliza la actina, o que a su vez estabiliza a los
microfilamentos e impide su polimerizacién y agregacion (Renkawek et al., 1993; Ohtsuka and
Suzuki 2000; Latchman 2004).

2.12.10 Regulacion genética

Durante el estrés, la transcripcion de los genes que codifican para las HSP se ve incrementada
hasta 100 veces. En eucariotes, los genes de respuesta al estrés son controlados por
elementos de choque térmico (HSE) y factores de choque térmico (HSF) presentes en la regiéon

del promotor de los genes de choque térmico. La induccién esta regulada por retroalimentacién



negativa, de tal manera que al asociarse las HSP con HSF1 inhiben la transcripcion (Morimoto
1999).

La produccién de las HSP se inicia por la accién de los factores de transcripcidon conocidos
como HSF1 y HSF2: con algln factor estresante, el HSF1 se une a un segmento determinado
de ADN para inducir la sintesis de las HSP. En condiciones normales, en cambio, la
produccién de las pequefias cantidades de HSP es inducida por el HSF2 (Srinivas and

Swamynathan 1996).

2.12.11 Efecto protector en el sistema nervioso

Estudios in vitro e in vivo han demostrado que las HSP son producidas ante estimulos dafiinos,
y su sobreproduccion se ha relacionado con efectos protectores, evitando incluso la apoptosis.
Se ha demostrado también que el efecto protector de las diferentes HSP puede variar
dependiendo del estimulo y el tipo celular, por ejemplo HSP27 tiene un efecto protector mas

efectivo que HSP70 en el sistema nervioso (Latchman 2004).

Ademas se ha demostrado que la produccién de HSP se encuentra dafiada en organismos
envejecidos (S6ti and Csermely 2002); donde la acumulacion de proteinas dafiadas es

pronunciada (Macario and Conway 2002; Gavilan et al. 2006).

El estrés oxidativo lleva a la produccion masiva de HSP, ya que durante el dafo oxidativo y los
procesos inflamatorios estan implicados varias HSP que se encargan de mantener la
homeostasis redox de la célula (Arrigo, 2005).

En enfermedades neurodegenerativas, la homeostasis redox se ve severamente dafada, la
cantidad de proteinas dafiadas se incrementa, por lo cual se requiere una gran cantidad de HSP
para arreglar el dafio conformacional. Ademas las HSP han sido localizadas en placas
neuriticas y marafias neurofibrilares (Hamos et al., 1991; Pérez et al., 1991, Cisse et al., 1993;
Renkawek et al., 1993).

Se ha postulado que las HSP pueden proteger contra las enfermedades neurodegenerativas en
modelos animales, ya que pueden convertir proteinas de conformaciones dafiinas a formas
normales, ademas pueden prevenir la formacion de intermediarios prefibrilares o acelerar su
degradacion (Ohtsuka and Suzuki 2000; Muchowski, 2002).



Las HSP participan en el intento de secuestrar al péptido AB y otras proteinas dafiadas (Hamos
et al.,, 1991). Sin embargo el dafio crénico agota la induccién y las proteinas dafiadas se

acumulan (Morimoto, 1999).

En algunos modelos in vitro se ha encontrado que HSP70 y HSP90 promueven la solubilizacién
de agregados de tau y la union de ésta a los microtdbulos, ademas HSP 70 y HSP 90 reducen

la fosforilacién de tau (Dou et al., 2003).

Tabla 1. Localizacion y funciones de las HSP.

FAMILIA DE HSP LOCALIZACION EN LA FUNCION PRINCIPAL
CELULA
HSP 110 Nucleo, nucleolo vy |Implicada en la respuesta a factores estresantes
citoplasma en especial el calor.
HSP 90 Citoplasma y nucleo chaperona molecular, modula receptores de

esteroides, transduccién de sefiales

HSP 70 Citoplasma y nucleo Chaperona molecular, se asocia con proteinas
durante la translocacion intracelular y a proteinas

desnaturalizadas después del estrés.

HSP 60 Mitocondrias y RE Chaperona molecular, facilita el replegamiento y

ensamble de proteinas.

HSP 40 RE Chaperona especializada para el colageno,

cochaperona de HSP 70

HSP 27 Citoplasma y nucleo Chaperona molecular independiente de ATP
como respuesta al estrés, participa en la

polimerizacion de actina.

HSP 10 Mitocondrias y RE Cochaperona de HSP 60

HSP de bajo peso|citoplasma Degradacion de proteinas, dependiente de ATP

molecular




JUSTIFICACION

Estudios anteriores indican la participacion de la proteina AB en el dafio a las neuronas durante
la EA (Butterfield et al., 2001; Butterfield et al., 2002). Hay estudios que indican que la fraccion
25-35 de este péptido causa neurotoxicidad importante y es por tanto causante del dafio

neuronal (Stepanichev et al., 2003; Stepanichev et al 2004).

Ya que se ha observado que el dafio neuronal se manifiesta primero en la zona del giro dentado
del hipocampo (Walsh and Selkoe 2004), los experimentos disefiados en este estudio
plantearon la administracién unilateral de la fraccion 25-35 de la proteina AR agregada en esta
zona por medio de cirugia estereotaxica para posteriormente estudiar cambios en la morfologia
y en la cantidad de proteinas de choque térmico sintetizadas a dos diferentes tiempos después
de la administracién, asi como la activacion del sistema inmune, evaluada mediante la

deteccion de la activacion de la microglia (Cisse et al., 1993; Cuevas 2003).

Con estos experimentos, se pretende tener un modelo animal que podria aclarar parte de la
respuesta neuronal para tratar de revertir los dafios que se presentan como consecuencia de la

presencia de la fraccion 25-35 de la proteina AP agregada.

El estudio bioquimico molecular de las alteraciones patoldgicas presentes en la EA sigue siendo
clave para comprender la patogenia de esta enfermedad (Selkoe and Shenk 2003; Donoso
2003; Von Bernhardi 2005).



OBJETIVOS

Objetivo general:

e Evaluar la producciéon de las HSP de 27, 60, 70 y 90 KDa tras la administracion de la

fraccion 25-35 de la proteina AB en el hipocampo de rata.

Objetivos particulares:

« Evaluar el efecto de la fraccion 25-35 de la proteina amiloide-B administrada en el

hipocampo de rata, después de 8 horas sobre la produccién de las HSP estudiadas.

e Evaluar el efecto de la fraccion 25-35 de la proteina amiloide-f administrada en el

hipocampo de rata, después de 24 horas sobre la produccién de las HSP estudiadas.

e Estudiar el efecto de la fraccion 25-35 de la proteina amiloide-3 administrada en el

hipocampo de rata en la activacion de la microglia.

HIPOTESIS

La administracion de la fraccion 25-35 de la proteina amiloide-f3 en hipocampo de ratas produce

cambios morfolégicos sobre las células piramidales del hipocampo.

Al administrar la fraccion 25-35 de la proteina amiloide-3 agregada, las células incrementaran la
sintesis de HSP para tratar de eliminar o revertir el dafio que la proteina amiloide-B agregada

provoca.



MATERIALES Y METODOS

6.1 Material biol6gico:

» En este trabajo fueron utilizadas muestras de cerebros de rata provenientes del Bioterio
Claude Bernard de la Benemérita Universidad autbnoma de Puebla (BUAP). Las muestras
se encontraban fijadas en paraformaldehido al 4 % en buffer de fosfatos a una
temperatura de 4C de acuerdo al protocolo del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia (INNN).

e Laregion de los cerebros estudiada correspondi6 a la regién CA2 del hipocampo.

e El procedimiento se llevd a cabo con al menos 3 sujetos de experimentacion en cada
grupo.

» Los grupos estudiados fueron:

v Grupo 1: Ratas macho anestesiadas con hidrato de cloral por via
intraperitoneal y sacrificadas 24 h después.

v' Grupo 2: Ratas macho anestesiadas con hidrato de cloral por via
intraperitoneal, administradas con 1uL de solucion salina isoténica en el
hipocampo derecho por medio de cirugia estereotaxica y sacrificadas 8 h
después.

v' Grupo 3: Ratas macho anestesiadas con hidrato de cloral por via
intraperitoneal, administradas con 1uL de solucién salina isoténica en el
hipocampo derecho por medio de cirugia estereotaxica y sacrificadas 24 h
después.

v" Grupo 4: Ratas macho anestesiadas con hidrato de cloral por via
intraperitoneal, administradas con la proteina amiloide-B 25-35 en el
hipocampo derecho por medio de cirugia estereotaxica y sacrificadas 8 h
después.

v' Grupo 5: Ratas macho anestesiadas con hidrato de cloral por via
intraperitoneal, administradas con la proteina amiloide-3 25-35 en el
hipocampo derecho por medio de cirugia estereotaxica y sacrificadas 24 h
después.

» La proteina amiloide-B se administr: 1uL de la fraccion 25-35 de la amiloide-f3 [100uM],
(Sigma Chem. St Louis Mo.) previamente incubada por 24 h a 37C para asegurar su

agregacion.
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6.2 Método:
Técnica histolégica

Una vez sacrificados los animales de estudio, fueron extraidos los cerebros, etiquetados,
cortados y procesados, mediante el siguiente procedimiento histolégico:

1. Fijacion

Su objetivo es la preservacién de los componentes celulares para evitar su degradacion y
procesos que alteren los componentes celulares, conservando la arquitectura y composicion
tisular lo méds semejante a como se encontraban en el organismo vivo. Las sustancias
utiizadas en la fijacion tienen la propiedad de penetrar los tejidos y endurecerlos en
diferentes grados. En este caso se utilizé el paraformaldehido.

2. Deshidratacion

Este proceso tiene la finalidad de eliminar por completo el agua en el espécimen intra y
extracelularmente. En este proceso se utilizan alcoholes a concentraciones ascendentes. Se
utilizé: etanol a 70, 80, 96 y 100 %, sumergiendo el tejido 3 min en cada uno.

3. Aclaramiento

Este proceso permite que el alcohol de los tejidos sea reemplazado por una sustancia
miscible con el medio de inclusién posterior.

Primero se sumergieron los tejidos durante 3 min en una mezcla xilol-etanol 1:1 durante 3
min y después en xilol absoluto por 10 min.

4. Infiltracion

Consiste en la ocupacion completa de todas las cavidades naturales, espacios e intersticios
tisulares y aun los espacios intra y extracelulares con parafina, para lo que los tejidos se
sumergieron en parafina fundida por varias h, cuidando que no aumentara mucho la
temperatura.

5. Inclusién y elaboracion de los bloques

Consiste en la elaboracion de un bloque sélido de tejido en el medio de inclusion, se hace a
partir de la parafina liquida con un molde donde se coloca el tejido y se hace un enfriamiento
lento.

6. Cortes

Este paso se realiza con un micr6tomo, que nos permite realizar cortes tisulares de grosor
micrométrico y lo suficientemente delgadas para permitir su observacion microscoépica. En
este caso se realizaron cortes de 5 pum, los que fueron adheridos a portaobjetos tratados

previamente con silano.



Se utilizé un micrétomo de rotacion (Rechert histo stat 820, Depew NY)

7. Coloracion.

Proceso que se realiza para resaltar las diferencias y distinguir mejor las estructuras tisulares
y celulares.

En este caso se realizaron primero las técnicas inmunohistoquimicas (anticuerpos contra
HSP 90, HSP 70, HSP 60 HSP 27 y contra GFAP) y la coloracién se realiz6 al final para dar

contraste a las preparaciones.

6.3 Anticuerpos utilizados:

» Anticuerpo contra HSP 27: Anticuerpo policlonal (Santa Cruz Biotechnology Inc.
Santa Cruz, Ca).

» Anticuerpo contra HSP 60: Anticuerpo policlonal (Santa Cruz Biotechnology Inc.
Santa Cruz, Ca).

e Anticuerpo contra HSP 70: Anticuerpo monoclonal (Santa Cruz Biotechnology Inc.
Santa Cruz, Ca).

« Anticuerpo contra HSP 90: Anticuerpo policlonal (Santa Cruz Biotechnology Inc.
Santa Cruz, Ca).

» Anticuerpo contra la proteina acida glial fibrilar (GFAP): Glial Fibrillary Acid Protein,
anti-rabbit (Dako Co. Carpinteria, Ca).

Todos los anticuerpos se utilizaron diluidos con PBS (1:100)

Técnica inmunohistoquimica (ver anexo para més detalles):

Por medio de estas técnicas se detecta la presencia de un péptido o proteina en una célula o
tejido, utilizando un anticuerpo monoclonal o policlonal IgG o IgM especifico contra él. La
técnica esta basada en la reaccion antigeno-anticuerpo, por ello el anticuerpo primario que
se utilice debe haber sido generado en una especie diferente a la que se esta estudiando.

Se utilizé6 un método inmunohistoquimico indirecto, el cual se caracteriza porque la sefal del
anticuerpo se amplifica utilizando el complejo Avidina-Biotina-peroxidasa.

Aunque se detalla en el apéndice, los pasos generales de la técnica utilizada son:

1. Marcaje de laminillas con lapiz de diamante de acuerdo al tipo de anticuerpo a utilizar

2. Desparafinado y rehidratacién de los cortes del tejido



3. Eliminacién de peroxidasa endbégena

4. Inmersion en solucion de albimina al 2 % en buffer de fosfatos salino (PBS libre de IgG)
5. Inmersion en solucion de Triton 0.2 % en PBS

6. Incubacién con el anticuerpo primario

7. Incubacién del anticuerpo secundario biotinilado

8. Incubacién con Streptavidina HRP (horse radish peroxidasa, reconoce la biotina)

9. Revelado con diaminobencidina (DAB)

10. Tincion de laminillas

11. Deshidratacion y montaje de las preparaciones

Después de la técnica inmunohistoquimica se procedié a realizar el analisis de las muestras,
observando al microscopio (Leica microsistem, Bensheim Alemania) la region CA2 del
hipocampo, se utilizo el programa IM100 de Leica para evaluar los cambios morfol6gicos y

las proteinas buscadas.



|. RESULTADOS

En los cortes obtenidos de los tejidos de las diferentes regiones del hipocampo, se utilizé un
método de marcaje inmunohistoquimico indirecto, visualizadndose la reaccion por medio de
un cromogeno contenido en el tetracloruro de la diaminobenzidina (DAB), el cual al oxidarse
produce un precipitado insoluble de color café, color que observamos en las muestras en
donde hubo reconocimiento positivo de cada uno de los anticuerpos utilizados en este

estudio.

7.1 Alteraciones morfolégicas

La administracion de la fraccion 25-35 de la proteina AB en general afectd a las neuronas, ya
gue en la regién del hipocampo estudiada (CA2), se pudo observar una leve disminucién en
su numero, ademas, se observé que las neuronas de los controles tenian una forma mas
regular, comparadas con las que fueron administradas con solucién salina o con el AB, en las
gue se observaron varios casos de neuronas distroficas (ver puntas de flecha en figs. 6 y 7,
Ay B).

7.2 Resultados para ratas que solo fueron administradas con anestesia

El anestésico fue administrado por via intraperitoneal y los sujetos de estudio se sacrificaron
después de 24 h. No se presentaron alteraciones morfoldgicas ni reactividad positiva contra
los anticuerpos que reconocen a las HSP estudiadas (fig. 6). Las células mostraron forma
regular, integridad y ordenamiento, con coloracion morada uniforme en el citoplasma y

pudiendo observarse resaltados los nucleos de varias neuronas también en morado.
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Figura 6. Inmunohistoquimica de cortes de la region del hipocampo de ratas control tratadas

sélo con anestesia. Las ratas fueron anestesiadas segun el procedimiento descrito en “materiales y
métodos”. La técnica se hizo con los anticuerpos anti-HSP 27, 60, 70 y 90. Se presenta un corte
representativo de 3 cortes obtenidos de 3 ratas para cada anticuerpo. Magnificacion 40X.
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Figura 7. Presencia de HSP 27en hipocampo derecho (  ipso) e izquierdo (contralateral) después
de 8 h. La proteina HSP 27 fue detectada por inmunohistoquimica segun se describe en “materiales y
métodos”. A, corte de hipocampo derecho de rata administrada con SSI. B, corte de hipocampo
derecho de rata administrada con AB. C, corte de hipocampo izquierdo de rata administrada con SSI.
D, corte de hipocampo izquierdo de rata administrada con AB. Las flechas sefialan algunas neuronas
distréficas. A = Amiloide-B fraccion 25-35, SSI = solucién salina isotonica. Los cortes que se
presentan son una muestra representativa de 3 cortes obtenidos de 3 ratas. Magnificacién 40X.



7.3 Resultados para anti HSP 27

Para las ratas que fueron sacrificadas después de 8 h (fig. 7) se observd que las tratadas
con SSI no presentaron reconocimiento del anticuerpo en hipocampo derecho ni izquierdo
(fig. 7, Ay C), las células se ven de color morado uniforme aunque se observaron varias
células distroficas (ver puntas de flecha), mientras que las administradas con AB (fig. 7, By
D) mostraron un reconocimiento negativo del anticuerpo en el hipocampo derecho, en el cual
las células se ven de color azul uniforme, y muy leve en el izquierdo, donde se puede ver

una ligera coloracién café.
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Figura 8. Presencia de HSP 27en hipocampo derecho (  ipso) e izquierdo (contralateral) después
de 24 h. La proteina HSP 27 fue detectada por inmunohistoquimica segun se describe en “materiales
y métodos”. A, corte de hipocampo derecho de rata administrada con SSI. B, corte de hipocampo
derecho de rata administrada con AB. C, corte de hipocampo izquierdo de rata administrada con SSI.
D, corte de hipocampo izquierdo de rata administrada con AB. AB = Amiloide- fraccion 25-35, SSI =
solucidn salina isoténica. Los cortes que se presentan son una muestra representativa de 3 cortes
obtenidos de 3 ratas. Magnificacion 40X.



Los cerebros de las ratas sacrificadas después de 24 h (fig. 8), mostraron que las tratadas
con SSI| no presentaron reactividad contra el anticuerpo (fig. 8, A y C). La morfologia
presentada por las células mostré un contorno regular, tincion de color azul, resaltandose los
ndcleos y casi sin observarse células distroficas. Las células de cortes de hipocampo
administradas con A3, mostraron un reconocimiento intenso en ambos hipocampos (fig. 8, B
y D), presentando una coloracién café y observandose varios casos de células distréficas

(ver puntas de flecha).

7.4 Resultados para anti HSP 60
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Figura 9. Presencia de HSP 60en hipocampo derecho (  ipso) e izquierdo (contralateral) después
de 8 h. La proteina HSP 60 fue detectada por inmunohistoquimica segun se describe en “materiales y
métodos”. A, corte de hipocampo derecho de rata administrada con SSI. B, corte de hipocampo
derecho de rata administrada con AB. C, corte de hipocampo izquierdo de rata administrada con SSiI.
D, corte de hipocampo izquierdo de rata administrada con AB. AB = Amiloide-f3 fraccion 25-35, SSI =
solucion salina isoténica. Los cortes que se presentan son una muestra representativa de 3 cortes
obtenidos de 3 ratas. Magnificacion 40X.



Para las ratas que fueron sacrificadas después de 8 h (fig. 9) se observa que las tratadas
con SSI no presentan reactividad positiva para el anticuerpo (fig. 9, A y C), las células se
observan en color azul aunque no son de forma regular y hay varias células distréficas (ver
flechas). Los cerebros administrados con AP mostraron una reactividad moderada contra el

anticuerpo (fig. 9, B y D), las células presentan una coloracion café y también se observan

células distroficas. Esto se observo tanto para el hipocampo derecho, como para el

”il*'

izquierdo.

Figura 10. Presencia de HSP 60en hipocampo derecho (ipso) e izquierdo (contralateral)
después de 24 h. La proteina HSP 60 fue detectada por inmunohistoquimica segun se describe en
“materiales y métodos”. A, corte de hipocampo derecho de rata administrada con SSI. B, corte de
hipocampo derecho de rata administrada con AP. C, corte de hipocampo izquierdo de rata
administrada con SSI. D, corte de hipocampo izquierdo de rata administrada con AB. AB = Amiloide-3
fraccion 25-35, SSI = solucién salina isoténica. Los cortes que se presentan son una muestra
representativa de 3 cortes obtenidos de 3 ratas. Magnificacion 40X.

Los cerebros de las ratas sacrificadas después de 24 h (fig. 10), mostraron que las tratadas
con SSI presentan un reconocimiento moderado del anticuerpo para hipocampo derecho y
leve para el izquierdo (fig. 10, Ay C), las células presentan formas regulares aunque también

hay algunas distréficas y presentan coloracion café moderada y leve respectivamente. Los



cerebros de ratas a las que se les administré el AB, muestran un reconocimiento intenso del
anticuerpo en ambos hipocampos (fig. 11, B y D), las células presentan coloracion café
intenso, la mayoria tienen forma regular aunque hay varias neuronas distréficas tanto en el

hipocampo derecho como en el izquierdo.

7.5 Resultados para anti HSP 70
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Figura 11. Presencia de HSP 70 en hipocampo derecho (ipso) e izquierdo (contralateral)
después de 8 h. La proteina HSP 70 fue detectada por inmunohistoquimica segun se describe en
“materiales y métodos”. A, corte de hipocampo derecho de rata administrada con SSI. B, corte de
hipocampo derecho de rata administrada con AB. C, corte de hipocampo izquierdo de rata
administrada con SSI. D, corte de hipocampo izquierdo de rata administrada con AB. AB = Amiloide-f3
fraccion 25-35, SSI = solucién salina isotdnica. Los cortes que se presentan son una muestra
representativa de 3 cortes obtenidos de 3 ratas. Magnificacion 40X.

Para las ratas que fueron sacrificadas después de 8 h (fig. 11) se observé que las tratadas
con SSI no presentaron reconocimiento del anticuerpo (fig. 11A y C), mostrando una

coloracion azul uniforme, sin embargo son de forma muy irregular y hay muchos casos de

células distroficas, mientras que las administradas con A3 mostraron un reconocimiento muy



bajo del anticuerpo (fig. 11, B y D), formas mas regulares con una ligera coloracién café y
algunas neuronas distroficas. Esto se observé tanto para el hipocampo derecho, como para

el izquierdo.
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Figura 12. Presencia de HSP 70 en hipocampo derecho (ipso) e izquierdo (contralateral)
después de 24 h. La proteina HSP 70 fue detectada por inmunohistoquimica segun se describe en
“materiales y métodos”. A, corte de hipocampo derecho de rata administrada con SSI. B, corte de
hipocampo derecho de rata administrada con AB. C, corte de hipocampo izquierdo de rata
administrada con SSI. D, corte de hipocampo izquierdo de rata administrada con AB. AB = Amiloide-3
fraccion 25-35, SSI = solucién salina isoténica. Los cortes que se presentan son una muestra
representativa de 3 cortes obtenidos de 3 ratas. Magnificacion 40X.

Los cerebros de las ratas sacrificadas después de 24 h (fig. 12), mostraron que las tratadas
con SSI no presentan reconocimiento del anticuerpo para ninguno de los dos hipocampos
(fig. 12, Ay C), las células presentaron coloracién azul, resaltandose los nucleos celulares y
observandose células de forma irregular, en especial en el hipocampo derecho, en donde
también se pueden apreciar varias neuronas distroficas. Los cerebros de ratas
administradas con AR, mostraron un reconocimiento moderado del anticuerpo, también en
ambos hipocampos (fig. 12, B y D), presentando una coloracion de color café claro, y con

varios casos de neuronas de forma irregular y neuronas distroficas.



7.6 Resultados para anti HSP 90
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Figura 13. Presencia de HSP 90 en hipocampo derecho (ipso) e izquierdo (contralateral)
después de 8 h. La proteina HSP 27 fue detectada por inmunohistoquimica segun se describe en
“materiales y métodos”. A, corte de hipocampo derecho de rata administrada con SSI. B, corte de
hipocampo derecho de rata administrada con AB. C, corte de hipocampo izquierdo de rata
administrada con SSI. D, corte de hipocampo izquierdo de rata administrada con AB. AB = Amiloide-3
fraccion 25-35, SSI = solucién salina isotdnica. Los cortes que se presentan son una muestra
representativa de 3 cortes obtenidos de 3 ratas. Magnificacion 40X.

Para las ratas que fueron sacrificadas después de 8 h (fig 13) se observé que las tratadas
con SSI no presentaron evidencia de reactividad positiva del anticuerpo para hipocampo
derecho ni para hipocampo izquierdo (fig. 13, Ay C), las células se observaron en color azul,
resaltandose los nucleos; sin embargo, hubo una importante disminucién en el nimero de
células, éstas presentaron formas irregulares y algunas mostraron distrofia. Las células de
ratas administradas con A mostraron un reconocimiento muy intenso del anticuerpo (fig. 13,
B y D) para ambos hipocampos, observandose una coloracion café intensa en citoplasma.
Las células mostraron formas regulares, sin embargo se presentaron muchos casos de

neuronas distréficas (ver flechas).
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Figura 14. Presencia de HSP 90en hipocampo derecho (ipso) e izquierdo (contralateral)
después de 24 h. La proteina HSP 27 fue detectada por inmunohistoquimica segun se describe en
“materiales y métodos”. A, corte de hipocampo derecho de rata administrada con SSI. B, corte de
hipocampo derecho de rata administrada con AB. C, corte de hipocampo izquierdo de rata
administrada con SSI. D, corte de hipocampo izquierdo de rata administrada con AB. AB = Amiloide-3
fraccion 25-35, SSI = solucién salina isotdnica. Los cortes que se presentan son una muestra
representativa de 3 cortes obtenidos de 3 ratas. Magnificacion 40X.

Los cerebros de las ratas sacrificadas después de 24 h (fig 14), mostraron que las tratadas
con SSI presentaron un reconocimiento leve y negativo del anticuerpo para hipocampo
derecho e izquierdo respectivamente (fig. 14, A y C); las células del hipocampo derecho
muestran una coloracion café leve, mientras que las del hipocampo izquierdo presentaron
coloracién azul; en ambos casos se observaron neuronas de formas irregulares y distréficas.
Los cerebros administrados con AB, mostraron un reconocimiento intenso del anticuerpo
para ambos hipocampos (fig. 14, B y D), las células presentaron una coloracién café intenso
y formas mas regulares, aunque también se observaron algunas neuronas distréficas (ver

flechas).



7.7 Resultados para anti GFAP.

Figura 15. Inmunohistoquimica de cortes de la regi6  n del hipocampo de ratas control tratadas

s6lo con anestesia. Las ratas fueron anestesiadas segun el procedimiento descrito en “materiales y
métodos”. La técnica se hizo con el anticuerpo anti-GFAP. Se presenta un corte representativo de 3
cortes obtenidos de 3 ratas para cada anticuerpo. Magnificacion 20X.
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Figura 16. Presencia de GFAP en hipocampo derecho (  ipso) e izquierdo (contralateral) después

de 8 h. GFAP detectado por inmunohistoquimica segun se describe en “materiales y métodos”. A,
corte de hipocampo derecho de rata administrada con SSI. B, corte de hipocampo derecho de rata
administrada con AB. C, corte de hipocampo izquierdo de rata administrada con SSI. D, corte de
hipocampo izquierdo de rata administrada con AB. AR = Amiloide-f fraccién 25-35, SSI = solucion
salina isotdnica. Los cortes que se presentan son una muestra representativa de 3 cortes obtenidos de

3 ratas. Magnificacién 20X.



En los cerebros de las ratas a las que se les administré sélo el anestésico se observo un leve
reconocimiento del anticuerpo (fig. 15). Se observaron algunos casos de astrocitos reactivos
que expresaron GFAP (ver flechas), que se pudo distinguir en estructuras en forma de
“estrella” de color café.

Para las ratas que fueron sacrificadas después de 8 h (fig. 16) se observéd que las tratadas
con SSI presentaron un reconocimiento leve del anticuerpo (fig. 16, Ay C), comparable con
los controles. Los casos de astrocitos reactivos que expresaron GFAP fueron minimos,
mientras que los cerebros de las ratas administradas con AP mostraron un reconocimiento
moderado del anticuerpo (fig. 16, B y D), (ver flechas). Los astrocitos que expresaron GFAP
fueron ligeramente mas abundantes, lo cual se observd de forma similar tanto para el

hipocampo derecho, como para el izquierdo.
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Figura 17. Presencia de GFAP en hipocampo derecho (  ipso) e izquierdo (contralateral) después
de 24 h. GFAP fue detectado por inmunohistoquimica segin se describe en “materiales y métodos”.
A, corte de hipocampo derecho de rata administrada con SSI. B, corte de hipocampo derecho de rata
administrada con AB. C, corte de hipocampo izquierdo de rata administrada con SSI. D, corte de
hipocampo izquierdo de rata administrada con AB. AR = Amiloide-f3 fraccién 25-35, SSI = solucion
salina isotonica. Los cortes que se presentan son una muestra representativa de 3 cortes obtenidos de
3 ratas. Magnificacién 20X.



Los cerebros de las ratas sacrificadas después de 24 h (fig. 17), mostraron que las tratadas
con SSI tuvieron un reconocimiento leve y moderado del anticuerpo para hipocampo derecho
e izquierdo respectivamente (fig. 17, A y C), mientras que las administradas con A,
mostraron un reconocimiento intenso del anticuerpo en ambos casos (fig. 17, B y D), siendo

muy abundantes los astrocitos que expresaron GFAP en esta condicion.

Tabla 2. Efecto de la administracién de la fracci6  n 25-35 del péptido A B en los niveles
de HSP y GFAP en las regiones ipso (derecha) y cont ralateral (izquierda) del
hipocampo.

Los niveles de proteinas se estimaron a partir de la reactividad de los cortes de tejido a los
anticuerpos especificos. (-) ausencia de reconocimiento, (+) reconocimiento positivo minimo,

(++) reconocimiento positivo medio, (+++) reconocimiento positivo intenso.

Anticuerpo HSP 27 HSP 60 HSP70 HSP90 GFAP

der izqg der izq ler zq der izqg der izq

Anestesia = - - - - - = - + +
SSI 8 horas - - - S B B S I
SSI 24 horas - I e I S | e | SR e

B 8 horas - + ++ 4+ + A+ A+ 4+

B24 horas +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++



Il. DISCUSION

Las enfermedades neurodegenerativas son uno de los temas mas estudiados en la

actualidad debido al aumento de su incidencia.

En las Ultimas décadas se han descrito diversos procesos bioquimicos que ocurren durante
la enfermedad de Alzheimer, lo que ha permitido vislumbrar la complejidad de las reacciones
del organismo ante la enfermedad, asi como las moléculas implicadas y los procesos en que
éstas participan, sin embargo alin hay mucho por saber, entre otras cosas hay que identificar
y caracterizar las moléculas que generan o tienen alguna participaciéon en la disfuncion y

muerte neuronal, asi como las condiciones fisioldgicas celulares que las regulan.

Aunque los estudios se han llevado a cabo principalmente en proteinas, se han estudiado
oto tipo de moléculas, encontrandose alteraciones en las propiedades y estructuras de estas,
por ejemplo, se ha determinado la presencia anormal de ciertos oligosacaridos (Espinosa et
al., 2001).

En cuanto a proteinas, el mayor interés se centra en el metabolismo, ya que los errores se
han relacionado al dafio y a la muerte celular, lo que en el sistema nervioso central conduce
a la pérdida de las funciones cognoscitivas. En el caso de la enfermedad de Alzheimer, se

han identificado alteraciones en la proteina Ap (Muioz 2001; Joseph et al., 2001).

Aunque se han estudiado diferentes fracciones de la AB, diversos estudios postulan que la
fraccion 25-35 es la parte neurotdéxica mas importante (Chen et al., 1996; Stepanichev et al.,
2004). Se han propuesto varios mecanismos de toxicidad: aumento de los niveles de estrés
oxidativo (Monji et al., 2002) , reduccion de la actividad de la acetilclinesterasa pero no de la
acetilcolina (Butterfield and Bush 2004; Butterfield and Boyd-Kimball 2005), inhibicién de la
recaptura del glutamato, muerte celular de cultivo primario de neuronas (Lee et al., 2006),
produccién de pérdida de la memoria y disminucién del aprendizaje (Stepanichev et al.,
2003; Stepanichev et al., 2004). Ademas, estudios histopatoldgicos (Kowall et al., 1991)
indican que esta fraccidon causa neurodegeneracion en estructuras como el hipocampo y la

corteza cerebral.

En modelos animales se ha visto que tras la administracion de la AR, ésta tiende a

acumularse en el cerebro, en donde dafia a las neuronas, activa microglias (células del



sistema inmune, protectoras del sistema nervioso con capacidad de fagocitar), causa dafio
oxidativo en células vecinas (Delobette et al., 1997), estimula apoptosis, dificulta la perfusion
por la acumulacién de amiloide en capilares y arteriolas y afecta los contactos sinapticos
interneuronales (Frautschy 1991).

Por otra parte, recientemente se han estado estudiando las HSP como respuesta de las
células ante las agresiones, y aunque sabemos que el depésito de la fracciéon 25-35 de la AB
en ratas ya ha sido evidenciado, (Stepanichev et al., 2003; Stepanichev et al., 2004) adn

faltan por conocer los efectos que ésto tiene en la sintesis de HSP.

Al realizar la administracion de la fraccion 25-35 de la AR en el hipocampo derecho de ratas
(lugar en donde se manifiesta primero el dafio en la EA), se obtiene un modelo que nos da
una aproximacién a lo que ocurre durante la enfermedad de Alzheimer (Stepanichev et al.,
2003; Stepanichev et al., 2004). En este modelo, se pueden observar tanto cambios
morfolégicos como algunos mecanismos de defensa que parecen ser relevantes contra el
dafio oxidativo y el dafio conformacional de proteinas, como son las HSP, ademas del efecto
en el sistema inmune (por medio de la identificacion de GFAP), contribuyendo a entender un

poco mas el proceso de neurodegeneracidn asociado a la EA.

Previamente se han realizado estudios (Cuevas 2003) que permiten tener un panorama de la
morfologia del cerebro tras la administracion de la AB 25-35, y en los cuales se ha
encontrado que la A tiene el efecto neurotdxico a una concentracion 100 uM, disuelta en
SSI o0 agua destilada, polimerizada de 24 a 48 h a un pH de 7.4, ademas el estudio se realizé
en grupos de 3 individuos para asegurar que los resultados se debieron al tratamiento y no a

variaciones en los individuos.

Las técnicas histoquimicas e inmunohistoquimicas se utilizan actualmente para la
confirmacion post-mortem del diagndstico de la enfermedad de Alzheimer, ya que permiten
visualizar las lesiones tipicas (Skodras et al., 1993). En este trabajo, estas técnicas nos
ayudan a visualizar algunos de los eventos morfoldgicos que se llevan a cabo debido a la

presencia de la proteina Ap agregada.

Al realizarse la identificacion de las HSP 8 y 24 h después de la administracién de la AB, se

obtiene una aproximacion del tiempo de respuesta del organismo, ya que como mecanismo



de defensa, las HSP tienen cierto limite, y si el dafio persiste, 0 es muy grande comienza a

disminuir su actividad (Magrané et al., 2004).

Se encontraron cambios morfolégicos y una reduccién en el nidmero de neuronas, se
incrementd la sintesis de HSP, observandose ademas un aumento de los astrocitos que

expresan GFAP.

Se propone que las células incrementan la sintesis de HSP como un intento de defensa en
respuesta al péptido depositado. Las HSP comenzaron a sintetizarse en diferentes
proporciones, observdndose esto claramente después de 24 h, aunque las diferentes
familias se sintetizan, en diferentes cantidades dependiendo del tejido y la magnitud del
dafo. Esto sugiere que la cascada de eventos moleculares que conducen a su sintesis
también difiere. Estas proteinas podrian ser Utiles para restaurar y proteger proteinas
dafiadas durante la inyeccion del AB, y para inhibir y disolver al menos parcialmente sus
depositos, lo cual también resultaria en la reversion de las alteraciones cerebrales como

dafio neuronal y activacion de microglias.

Ademas se encontré respuesta de produccion de las HSP y de GFAP tanto en el hipocampo
derecho como en el izquierdo, con lo que se puede ver que la proteina AB 25-35 produce un

dafo que se propaga inclusive al hemisferio opuesto al dafio (Ayala and Tapia 2003).

Se encontraron resultados importantes que nos hablan de la importancia de las HSP, y dan
pie a futuras investigaciones donde se determine la presencia de las HSP identificadas y de

otras familias no incluidas en este estudio en casos de personas que tuvieron la enfermedad.

Efecto del procedimiento quirargico

Este grupo es muy importante, ya que muestra lo que ocurre en el cerebro cuando no se
efectlia la cirugia estereotaxica, que por si misma es una agresion y un factor que podria
provocar una respuesta fisioldgica que incluiria activacion del sistema inmune y produccién

de HSP, por lo tanto podemos tomarlo como grupo control.

Ya que tanto las HSP como GFAP se encuentran de manera normal en pequefias
cantidades en todos los individuos y este grupo nos permite asegurar que los niveles de
proteinas detectados en los cerebros de animales administrados por medio de la cirugia, no

son los que normalmente se expresan.



Como se pudo observar, para este grupo en ningin caso se pudo detectar reactividad
positiva contra los anticuerpos de ninguna de las HSP, lo que nos dice que los niveles

basales existentes en condiciones normales son minimos y no detectables con esta técnica.

Por otra parte, en estos cerebros es posible ver las caracteristicas de las células nerviosas
en condiciones normales, las que se ven de color morado, resaltando los nicleos debido a la
tincién con hematoxilina, de tal forma que se pueden comparar con las células de los

cerebros tratados con cirugia.

Efecto en HSP 27

A las ratas a las que les fue administrada la SSI no fue posible detectar la presencia de HSP
27 en ninguno de los dos hipocampos, de lo que se puede deducir que la cirugia
estereotaxica y la administraciéon de SSI no produce el dafio necesario para incrementar la

sintesis de esta HSP.

Para los animales a los que se les administr6 AB, el incremento significativo se observo
después de 24 h. La reaccion fue muy clara y similar en ambos hipocampos, lo que nos
habla de la comunicacién entre los hemisferios cerebrales. Por lo tanto, la A si induce la
sintesis de HSP 27 y esta respuesta es muy significativa 24 h después de la administracion,
lo que esté relacionada con sus funciones, que son tanto de chaperona como de proteccién
a proteinas dafiadas en condiciones de estrés, cuando es inducible, lo cual podria explicar
los resultados obtenidos (Craig et al., 1994; Lee et al., 2006; Wilhelmus et al., 2006).

Efectos en HSP 60

Los cerebros de ratas a las que se les administr6 SSI sélo presentaron reconocimiento
moderado del anticuerpo para esta HSP después 24 h, mientras que a las ratas que se les
administré con el AB, después de 8 h ya hay una reactividad positiva y por lo tanto un
incremento moderado en la sintesis de esta HSP; después de 24 h de la administracion, el
reconocimiento del anticuerpo fue muy notorio en ambas regiones del hipocampo, lo anterior
podria estar relacionado con la funcion de HSP 60 como ayudante en la reparacion de
proteinas dafiadas, ya que en su forma inducible tienen importantes funciones en el

plegamiento de proteinas recién sintetizadas y dafadas.



Se puede notar que HSP 60 es una proteina de gran importancia que se comienza a
sintetizar rapidamente y la sintesis se mantiene al menos 24 h como un probable intento de

defensa ante el dafio producido por la Ap (Craig et al., 1994; Bukau and Horowich 1998).

Efectos en HSP 70

Los cerebros de las ratas a las que se les administré6 SSI no mostraron ninguna reactividad
para el anticuerpo anti HSP 70, mientras que los tratados con AB dieron como resultado un
reconocimiento minimo e igual para ambas regiones del hipocampo después de 8 h y
moderado e igual para ambas regiones del hipocampo después de 24 h, lo cual indica que la
AB es capaz de incrementar la sintesis de HSP 70, sin embargo la respuesta es menos
significativa que en el caso de las otras HSP estudiadas, lo que podria explicarse al
considerar que el papel de HSP 70 es principalmente en el transporte a través de organelos
celulares (Craig et al., 1994; Bukau and Horowich 1998), ademas de que necesita asociarse
con proteinas cohaperonas de las que depende su funcién, Por otra parte, la sintesis de

puede no ser activa y observable en el lapso de 24 h (Magrané et al., 2004).

Efectos en HSP 90

HSP 90 es una familia de proteinas que juega un importante papel tanto en condiciones
normales como en condiciones de estrés para las células (Caplan 1999), aunque no se
obtuvo una respuesta positiva sélo con anestesia, era de esperarse una alta reactividad del

anticuerpo tras la administracion de la AB.

Para las ratas a las que se les administré SSI no se obtuvo reconocimiento positivo después
de 8 h, sin embargo después de 24 h se observo un reconocimiento aunque minimo en el
hipocampo derecho (donde se produjo el dafo). Asi que la SSI fue capaz de provocar

aungue en minima proporcion, un aumento en la sintesis de esta HSP después de 24 h.

Los cerebros tratados con AP provocan una reactividad muy clara y significativa del
anticuerpo tanto después de 8 como de 24 h en ambas regiones del hipocampo, asi que la
AB si indujo la sintesis de HSP 90. Esta respuesta es muy importante y rapida, lo que nos
habla de la importancia de esta HSP que como una més de sus mlltiples funciones ayuda en
la proteccion de las proteinas recién sintetizadas y las que sufrieron modificaciones ante el

dafio producido.



Efectos en GFAP

GFAP (proteina acida glial fibrilar) es una proteina producida por factores de inflamacién y en
condiciones normales se encuentra en cantidades muy bajas. Se le considera como un

marcador de activacion de la microglia por pérdida neuronal.

La inmunohistoquimica detecté numerosos astrocitos reactivos, debido probablemente al
dafio generado por la proteina AR, lo que provocé que la microglia se hiciera fagocitica
agrediendo a las neuronas vecinas directamente, o las agreda indirectamente, liberando
citocinas inflamatorias, 6éxido nitrico y otras neurotoxinas que pudieron dafiar neuronas

cercanas.

Ya que los cerebros de las ratas tratadas solo con el anestésico presentaron un
reconocimiento positivo leve al anticuerpo anti-GFAP, este nivel de reactividad se toma
como punto de comparacién para notar si la SSI o la AB producen un incremento en la

activacion de la microglia.

No se observoé un incremento de consideracion en la reactividad del anticuerpo para las ratas
tratadas con SSI con respecto a las ratas que no fueron sometidas a la cirugia, esto indica
gue la SSI no produce activacion de la microglia de manera importante. En contraste con lo
anterior, los cerebros tratados con AB mostraron una reactividad positiva desde las 8 h

después de la administracién y una reactividad fuerte a las 24 h en ambos hipocampos.

Aunque se han obtenido resultados importantes, el estudio bioquimico molecular de las
alteraciones patolégicas que ocurren en la EA, asi como la respuesta de los organismos,

sigue siendo clave para comprender la enfermedad.



CONCLUSIONES

Se producen alteraciones morfolégicas en las neuronas del hipocampo como consecuencia

de la presencia de la fraccién 25-35 de la Ap.

La administracion de la fraccién 25-35 de la AB al hipocampo de ratas macho produce
después de 8 h un aumento minimo en los niveles de HSP 27 y HSP 70, moderado en los

niveles de HSP 60 e intenso en el caso de HSP 90.

La administracién de la fraccion 25-35 de la AB al hipocampo de ratas macho produce un

marcado aumento en la produccién de todas las HSP estudiadas después de 24 h.

La administracién de la fraccién 25-35 de la AP al hipocampo de ratas macho produce

activacion moderada de la microglia después de 8 h y muy intensa a las 24 h.



APENDICE

v' Cirugia estereotaxica y manejo de animales:

Equipo:

Aparato estereotaxico (Stoelting, Co.)

Jeringa de inyeccion de 10 yl (Hamilton, Mod. 00685)

Bisturi con navaja No. 22 (Bard-Parker).

Pinzas de diseccion.

Reactivos:

Hidrato de cloral (Sigma Chem. St Louis Mo).

Solucion salina isotonica.

Amiloide-B (NH2-GSNKGAIIGLM-COOH), (Sigma Chem. St Louis Mo)

Se utilizaron ratas macho adultas de la cepa Wistar, provenientes del Bioterio Claude
Bernard de la BUAP (Benemérita Univeresidad autébnoma de Puebla). Se seleccionaron al
azar para cada grupo de tratamiento con un peso promedio de 120 a 170 g. Los sujetos
experimentales fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura y humedad
(18-23 °C y 50-60 %, respectivamente), ciclo de luz-oscuridad de 12/12 h y con libre acceso
a agua y alimento.

Se seleccionaron individuos macho al azar para cada grupo de tratamiento. Los sujetos
experimentales fueron mantenidos en condiciones controladas de temperatura y humedad
(18-23 °C y 50-60, respectivamente), ciclo de luz-oscuridad de 12/12 h y con libre acceso de
agua y alimento.

Los sujetos fueron anestesiados por medio de una inyeccién de hidrato de cloral por via
intraperitoneal, se colocaron en el aparato estereotaxico y se les realizé una incisién
anteroposterior sobre el craneo, con la ayuda de un algodén se removid el periostio. Se
utilizaron coordenadas descritas por Paxinos (1997) y referencias obtenidas de experiencias
anteriores.

Las coordenadas para el hipocampo fueron: anteroposterior —1.5; lateralidad 2.3 respecto a
bregma y profundidad de —2.0 respecto a la duramadre.

Ya teniendo localizadas las coordenadas, se deposité la fraccién 25-35 del péptido AR o 1uL
de solucion salina isoténica segun correspondia al grupo en el hipocampo derecho de las

ratas.



Una vez realizada la administracion, los sujetos experimentales fueron regresados a sus

jaulas hasta el sacrificio (que se realizd por medio de la guillotina) después de 8 0 24 h.

v" Buffer de fosfatos, pH 7.4 2X (PBS)

Reactivos:
NaCl......ccoooeeiiiiieieen, 17649
KCleeoeeeeee e 8¢

Acido clorhidrico

Solucién A
Fosfato monosodico NaH;POy4...vveeveveevvvvienn, 13.8¢g

Disolver en 250 ml de agua destilada

Solucion B
Fosfato dis6dico NagHPOy....covvvvieviiiiiiiee, 56.8 g

Disolver en 1 L de agua destilada

Mezclar 190 mL de la solucién A, con 810 ml de la solucién B.

Adicionar 17.6 g de cloruro de sodio (NaCl), y 8 g de cloruro de potasio (KCI)

Ajustar a pH 7.4 con acido clorhidrico diluido.

Se obtiene una solucién concentrada 2X, que se debe diluir con agua destilada antes de usar
en proporcién 1:1

v Paraformaldehido al 4 % en buffer de fosfatos 0.1 M a pH 7.4

Reactivos:
Buffer de fosfatos pH 7.4..........ccccee.... 200 mL
Paraformaldehido ..........ccccccceevviiinnenennns 89

Diluir el buffer de fosfatos 1:1 v/v con agua desionizada para obtener una solucién de 0.1 My
aun pHde 7.4.

Pesar 8 g de paraformaldehido y mezclarlo en un volumen inferior a 100 mL de agua
desionizada, calentarlo en una parrilla con agitacion hasta que alcance una temperatura de
55-60C (cuidar que no exceda los 60C). Una vez que alcance esta temperatura agregar
unas gotas de NaOH 1N y esperar a que se disuelva por completo el paraformaldehido (se

obtiene una solucidn transparente).



Esperar a que se enfrie la solucion a temperatura ambiente. Una vez frio se filtra la solucién
con papel filtro. Mezclar y aforar a 200 mL con buffer de fosfatos pH 7.4.

Nota: trabajar en campana de extraccion.

v Solucién de silano, adherente para tejidos (Sigma Chem. St Louis Mo.)

Reactivos:
Silano......cooeveveriiiiieiinn, 2ml
Acetona ........ccoeeeeeervennnn, 98 ml

Procedimiento:

Lavar los portaobjetos con detergente de pH neutro, enjugarlos con agua destilada y dejarlos
secar completamente.

Fueron sumergidos en la solucién de silano al 2 % en acetona, durante 2 min y sumergirlos
en agua destilada dos veces, dos min cada vez. Se dejaron secar completamente a
temperatura ambiente o en estufa.

La solucion de silano debe almacenarse en refrigeracion, a 4C. Puede volver a utilizarse

siempre gque su transparencia no cambie a color amarillo o rojizo.

v" Técnica histoldgica:

Reactivos:

Paraformaldehido al 4 % en buffer de fosfatos

Etanol a las siguientes concentraciones 70, 80, 96 y 100 %

Mezcla etanol-Xilol 1:1

Xilol absoluto

Parafina

Procedimiento:

Sumergir los tejidos en el paraformaldehido y mantenerlos a 4C hasta su posterior
tratamiento.

Sumergir los tejidos durante 3 min en cada una de las concentraciones de etanol y después
en la mezcla etanol-xilol, sumergir en 2 recipientes diferentes con xilol absoluto durante 3 y
10 min.

Fundir la parafina en una estufa y sumergir los tejidos el tiempo suficiente.

Retirar los tejidos de la parafina y colocarlos en un molde y enseguida verter parafina
derretida.

Cortar con el micrétomo al grosor requerido.



v Técnica de inmunohistoquimica

1.

2.

Marcaje de laminillas con lapiz de diamante de acuerdo al tipo de anticuerpo a utilizar

Desparafinado y rehidratacién de los cortes del tejido

Colocar las laminillas en una canastilla de vidrio y sumergirla en los siguientes reactivos:
Xilol por 10 min

Xilol por 10 min

Xilol/Alcohol 100 % (1:1) por 5 min

Alcohol 100 % por 3 min

Alcohol 100 % por 3 min

Alcohol 96 % por 3 min

Alcohol 96 % por 3 min

Agua (no mas de 3 min).

. Enjuague con agua corriente.
. Lavado con PBS 0.1 M, pH 7.4 durante 5 min (2 veces).

. Eliminacién de peroxidasa endégena

Colocar las laminillas en un recipiente de coplin
Colocar 50mL de una solucién al 3 % de H,0,
Dejar en solucién durante 10 min.

. Lavado con PBS 0.1 M, pH 7.4 durante 5 min (2 veces)

. Inmersién en solucién de albumina al 2 % en PBS (libre de IgG)

Sacudir y secar rapidamente las laminillas, especialmente alrededor de la muestra

Marcar con plumaén de tinta hidrofébica alrededor de la muestra

Colocar las laminillas dentro de una camara hiumeda

Colocar 150 uL de albumina al 2 % por cada corte, cubriendo la muestra hasta los bordes
internos del marcador

Dejar 30 min en la cAmara hiumeda cerrada.

. Lavado con PBS 0.1 M, pH 7.4 durante 5 min (2 veces)

. Inmersién en soluciéon de Tritdn 0.2 % en PBS

Colocar 150 uL de la solucion de tritdn en PBS sobre cada muestra
Dejar 10 min en la camara humeda.

10. Lavado con PBS 0.1 M, pH 7.4 durante 5 min (2 veces)

11. Incubacién con el anticuerpo primario

Sacudir y secar rapidamente las laminillas, especialmente alrededor del corte
Colocar 150 yL del anticuerpo primario diluido por cada corte

Colocar en cdmara humeda cerrada

Tiempo de reaccion: 2 h a temperatura ambiente o toda la noche en refrigeracion.

12. Lavado con PBS 0.1 M, pH 7.4 durante 5 min (2 veces)

13. Incubacion del anticuerpo secundario biotinilado



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Sacudir y secar rapidamente las laminillas, especialmente alrededor del corte

Colocar 150 pL del anticuerpo sobre cada corte. Se usa un KIT (MULTILINK
BIOTILINADO, Dako Co. Carpinteria, Ca)

Colocar en cdmara humeda cerrada

Tiempo de reaccion: 1 h a temperatura ambiente.

Lavado con PBS 0.1 M pH 7.4 durante 5 min (2 veces)

Incubacién con Streptavidina HRP (Dako Co. Carpinteria, Ca). conjugada a peroxidasa,
(reconoce la biotina)

Colocar 150 pL del reactivo sobre cada corte. Se usa un KIT

Colocar en camara humeda cerrada

Tiempo de reaccién: 30 min a temperatura ambiente.

Lavado con PBS 0.1 M, pH 7.4 durante 5 min (2 veces)

Revelado con DAB

Colocar 150 pL del reactivo preparado sobre cada corte (se usa un KIT) por
aproximadamente 1 minuto

Observar el vire de color del tejido a un color marron muy claro (el tiempo de reaccién
varia segun el tipo de tejido, asi que es necesario estar muy atento a los cambios de
color y detener la reaccién a tiempo)

Sumergir las laminillas en una canastilla con agua para detener la reaccion

Desechar la DAB sobrante y todo el material que estuvo en contacto con este reactivo.

Lavar las laminillas con agua corriente durante 5 min

Tincién de laminillas

Colocar las laminillas en un recipiente de coplin para tren de tincién y sumergir en
hematoxilina de Gill (aproximadamente 50 seg).

Contraste de nucleos con hematoxilina de Gill, inmersion de sélo 50 seg.

Enjuagar con agua corriente dentro de otro recipiente de coplin limpio (2 veces).

Deshidratacion y montaje de las preparaciones

Sumergir las laminillas en los siguientes reactivos:

Alcohol 96 % por 3 min

Alcohol 96 % por 3 min

Alcohol al 100 % por 3 min

Alcohol al 100 % por 3 min

Xilol/Alcohol 100 % (1:1) por 5 min

Xilol por 10 min

Xilol por 10 min

Secar laminillas y colocar una gotas de resina permanente polymount (Polysciences, Inc.
USA) en el centro del corte

Colocar un cubreobjetos y limpiar el exceso de resina con Xilol.



v H,0,al 3%
Colocar 5 mL de H,0, al 30 % y 45 mL de agua destilada.

v" Alblmina 2 % en PBS
Reactivos:

Albumina sérica bovina (Sigma Chem. St Louis Mo.)....... 0.02¢g

Procedimiento:
Pesar la albumina y colocarla en un Eppendorf de 1 mL

Colocar 1 mL de PBS y mezclar (evitar que se haga espuma)

v Tritdbn 0.2 % en PBS
Reactivos:

Triton x-100 ( t-Octyphenoxipolyethoxiethanol) (Sigma Chem. St Louis Mo)............... 100 pL

( detergente que elimina lipidos y deshechos)

Procedimiento:
Agregar al PBS el triton que debido a su densidad debe ser tomado lentamente

Mezclar pipeteando varias veces

v" Revelador de DAB (Diaminobencidina. Dako Co. Carpinteria, Ca).

Se utiliza un KIT que se prepara de la siguiente forma:
1 mL de buffer por cada gota de reactivo y mezclar
Después de utilizar, desechar la DAB y todo el material que estuvo en contacto con el

reactivo, en una solucion concentrada de cloro para eliminar la actividad carcinogénica.

Nota: utilizar guantes y doble cubrebocas para evitar el contacto con la DAB.

v Anticuerpo primario (dilucién)

Se requieren 150 yL de la dilucién por cada corte y se emplearon diluciones 1:100 en PBS
Poner 1.5 uL de anticuerpo mas 148.5 ul de PBS
Multiplicar por la cantidad de cortes a trabajar



v" Hematoxilina de Harris

Reactivos:

Hematoxilina .........ccooeveeeviciiene e, 05¢g
Alcohol etilico absoluto ............ccccceeeeninene 5mL
Alumbre de amonio o potasio ................. 109
Agua destilada ........cccooovveieiiiiiiiiieeeee 100 mL
Oxido rojo de MErCUrio ........cocveeeveerenane. 0.25¢g

Procedimiento:

En un frasco disolver el alumbre en el agua y calentar. En otro frasco disolver la hematoxilina
en alcohol. Retirar la solucién de alumbre del calor y mezclar con la solucién de hematoxilina
en alcohol. Volver a calentar por un 1 min, dejar enfriar un poco y adicionar el 6xido de
mercurio lentamente. Calentar nuevamente hasta que la solucion toma un color pUrpura
oscura. Retirarla de calor y dejar enfriar. Por cada 100 mL de solucion agregar 1 mL de &cido
acético. Antes de ser utilizada debe ser filtrada.

GLOSARIO

Amiloide -B: parte de la proteina APP encontrada en depdsitos insolubles en las neuronas y
gue forma el nucleo de las placas seniles.

Andlisis histoquimico: estudios estructurales y morfologicos de tejidos.

Célula glial: célula especializada que soporta, protege o nutre células nerviosas.
Citoesqueleto: red de fibras proteicas en el citoplasma de las células y que mantiene su
estructura y forma, ademas se encarga de transportar sustancias en la célula.

Demencia: término referente a los sintomas asociados con la disminucion de la funcion
cognitiva y que interfiere con la vida y actividades cotidianas.

Funciones cognitivas: todos los aspectos del pensamiento consciente y de la actividad
mental, incluyendo aprendizaje, percepcién, toma de decisiones y memoria.

Hipocampo: parte del cerebro que desempefa un rol principal en la funcién del aprendizaje
y la memoria y participa en convertir a la memoria a corto plazo en memoria a largo plazo.
Metabolismo: todos los procesos quimicos que tienen lugar dentro de las células para
degradar compuestos o producir compuestos complejos.

Microtabulos:  estructura de apoyo interna de las células que guia a los nutrientes y a las
moléculas.

Modelo animal: animal experimental que se somete a algun procedimiento (inyeccion de
alguna droga, mutaciones genéticas, etc) para inducir la enfermedad que se estudia, o un
cuadro lo mas parecido posible a ella. Asi, estos animales pueden ser estudiados como un
“modelo” de la enfermedad de interés.

Mutacién: cambio inusual en el ADN de una célula que puede provocar una enfermedad.
Neurotransmisor: sustancia que funciona como mensajero quimico entre las neuronas
interviniendo en la produccion de estimulos nerviosos en las uniones sinapticas.



Marafias neurofibrilares: depdsitos de proteina tau hiperfosforilada que se encuentran en
las neuronas de las personas que padecen el Alzheimer.

Placas seniles: depdsitos insolubles extracelulares encontrados en el cerebro, constituidos
principalmente por la proteina amiloide-f.

Radicales libres: moléculas que contienen uno o mas electrones sin aparear, por lo que son

muy reactivas y en exceso pueden dafar los tejidos.
Tau: proteina componente principal de los filamentos helicoides pareados en marafias neurofibrilares.
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HSP
EA
KDa
AP
APP
Apo E
SSi
PNs
MNFs
OMS
PS
PHFs

ABREVIATURAS
Heat Shock proteins (proteinas de choque térmico)
Enfermedad de Alzheimer
Kilodaltones
Amiloide-f3
Amiloid B-protein precursor (proteina precursora del amiloide-[3)
Apolipoproteina E
Solucién salina isoténica
Placas neuriticas
Marafias neurofibrilares
Organizacién Mundial de la Salud
Presenilina
Parejas de Filamentos Helicoidales pareados
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